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ABREVIATURAS

Mg - microgramo

AA - Acido araquidénico

AMPc - Adenosina monofosfato ciclico

Ang Il - Angiotensina Il

BH4 - Tetrahidrobiopterina

BK - Bradicinina

COX 1, 2 - Ciclooxigenasa 1, 2

CEso0 - Concentracion efectiva 50

EDHF - Factor hiperpolarizante derivado del endotelio
eNOS - Sintasa de 6xido nitrico endotelial

EP - Receptor a prostaglandina E2

ET-1 - Endotelina 1

FAD - Flavin adenina dinucleoétido

FMN - Flavin mononucledtido

GC - Guanilato ciclasa

GMPc - Guanosina monofosfato ciclico

HTA - Hipertension arterial

iINOS - Sintasa de 6xido nitrico inducible

IP - Receptor a prostaciclina

IP3 - Inositol trifosfato

L-NAME - NG-Nitro-L-arginine methyl ester

NADPH - Dinucledtido de nicotinamida adenina reducido
Nm - Nanomolar

NNOS - Sintasa de 6xido nitrico neuronal

NO* - Oxido nitrico

NOS - Sintasa de 6xido nitrico

ODQ - 1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-alquinoxalin-1-one]
PGG2 - Prostaglandina G2



PGE2 - Prostaglandina E2
PGF2a - Prostaglandina F2a
PGI2 - Prostaciclina

PGs - Prostaglandinas

PLC - Fosfolipasa C

TXA2 - Tromboxano A2



RESUMEN

El tono vascular es regulado por diversos factores, entre ellos se encuentran los agentes
vasodilatadores y vasoconstrictores producidos por el endotelio, estos mantienen un
equilibrio homeostatico. Entre los factores liberados por el endotelio estan el éxido nitrico
(NO*) sintetizado por las sintasas de NO* (NOS) y los prostanoides (PGs) derivados del
acido araquidénico (AA). El presente estudio tiene como finalidad conocer la actividad de
estas enzimas en la regulacion del tono vascular de arterias de resistencia, presentes en
los lechos vasculares renal y mesentérico de ratas macho y hembra. Para ello, se evaluo
el efecto del inhibidor no selectivo de NOS y de los inhibidores selectivos de las isoformas
de NOS y ciclooxigenasas (COX) en la vasoconstriccion inducida por fenilefrina y sobre la
presion de perfusion basal. El inhibidor no selectivo de NOS (L-NAME) aumenté la presion
de perfusién basal en rifidn de machos y hembras y aumenté la contraccién inducida por
fenilefrina en machos, tal efecto no se presentd en rindbn de hembras. La inhibiciéon de
iINOS aumento la respuesta a fenilefrina con respecto al control en rifidn de hembras; sin
embargo, en rifidon de machos no se presenta tal efecto. Los inhibidores selectivos de
nNOS, COX 1 y 2 no provocan cambios importantes en la respuesta contractil de
fenilefrina ni en la presion de perfusién basal en rifidn de ambos sexos. En relacion al
lecho mesentérico la influencia del NO* derivado de las isoformas de NOS, es mayor en
hembras al estimulo contractii y se observa participacion discreta de prostanoides
vasodilatadores, producidos por la actividad de COX 2, al estimulo de la fenilefrina en
lecho mesentérico de machos. Los inhibidores de NOS y COX no provocan cambios en la
presion de perfusion basal de mesenterio de ratas macho y hembra. Estos resultados
indican que existen diferencias funcionales dependientes del sexo y de lecho vascular en
la participacion de las isoformas de NOS sobre el estimulo vasocontractil provocado por la

fenilefrina en ratas Wistar.

Palabras clave: NOS, COX, rifidn, lecho mesentérico, arterias de resistencia, fenilefrina.



INTRODUCCION

Lecho vascular renal

El riego sanguineo de los rifiones es normalmente de alrededor del 22% del gasto
cardiaco, o 1.100 ml/min. La arteria renal entra en el riidon a través del hilio y
después se ramifica progresivamente hasta formar las arterias interlobulares, las
arterias arciformes, las arterias interlobulillares (también denominadas radiales) y
las arteriolas aferentes, que acaban en los capilares glomerulares, donde se filtran
grandes cantidades de liquido y solutos para comenzar la formacion de orina
(Esquema 1). Los extremos distales de los capilares de cada glomérulo forman la
arteriola eferente, que llega a los capilares peritubulares que rodean a los tubulos
renales (Guyton y Hall, 2011).

La circulacion renal cuenta con dos lechos capilares, los capilares glomerulares y
los peritubulares, que estan dispuestos en serie y estdan separados por las
arteriolas eferentes, que ayudan a regular la presion hidrostatica en los dos grupos
de capilares. La presion hidrostatica alta en los capilares glomerulares (de ~60 mm
Hg) da lugar a una filtracion rapida, mientras que una presion hidrostatica mucho
menor en los capilares peritubulares (de ~13 mm Hg) permite la reabsorcién
rapida de liquido. Al ajustar la resistencia de las arteriolas aferente y eferente, los
rinones pueden regular la presion hidrostatica en los capilares glomerulares vy
peritubulares, cambiando el filtrado glomerular, la reabsorcién tubular o ambas en
respuesta a las demandas homeostaticas del cuerpo. Los capilares peritubulares

se vacian en los vasos del sistema venoso, los vasos sanguineos del sistema



venoso forman progresivamente la vena interlobulillar, la vena arciforme, la vena
interlobular y la vena renal (Guyton y Hall, 2011).

La microcirculacion renal es particularmente intrigante; ya que la dinamica de esta
es esencial para el control apropiado de las fuerzas intracapilares e intersticiales
que determinan la filtracion glomerular, reabsorcion de sal y fluidos y la regulacién

del gradiente de concentracion glomerular (Arendshorst y Navar, 2007).
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Esquema 1.- Principales vasos que participan en el riego sanguineo renal (Guyton
y Hall, 2011)

Por su riqueza el lecho vascular renal es muy sensible a los cambios de presion
arterial sistémica. Para protegerse de ellos, el rindn es capaz de autorregular el
flujo sanguineo que lo irriga, asegurando en esa forma la normalidad de sus

funciones vy la filtracion glomerular (Battilana, 1997).



Lecho vascular mesentérico

La circulacion mesentérica deriva de la arteria mesentérica, la cual tiene su origen
en el segmento ventral primitivo, que forma parte de la circulacion esplacnica e
irriga el intestino, bazo, higado y pancreas. Estos vasos tienen la capacidad de
contraerse redistribuyendo la sangre desde el territorio abdominal hacia la
circulacién general, con el fin de mantener el flujo sanguineo a érganos vitales
(Rosemblum, 1997).

El tono vascular es fundamental para la distribucién del flujo sanguineo, y es
regulado por distintos factores locales (musculo liso y endotelio), sistémicos
(sistema renina angiotensina), y nerviosos (sistema nervioso central). El gran
volumen en la circulacion mesentérica implica que la regulacion del tono vascular
mesentérico participa en el control de la presién sanguinea sistémica y el flujo
sistémico tisular, por lo que alteraciones en su regulacién pueden contribuir a la
aparicion de alteraciones en el flujo sanguineo en distintas condiciones
fisiopatoldgicas, tales como hipertension arterial (HTA) y la diabetes (Sastre el al.,
2010).

En el esquema 2 que muestra la irrigacion arterial del tubo digestivo se observan
las arterias mesentéricas superior e inferior, que irrigan las paredes del intestino
delgado y grueso a través de un sistema arciforme. Al penetrar la pared del tubo,
las arterias se ramifican y envian arterias circulares de menor calibre en todas
direcciones, de estas derivan arterias mas pequefias que penetran la pared
intestinal y se distribuyen a lo largo de los haces musculares, hacia las

vellosidades intestinales y hacia los vasos situados bajo el epitelio, donde
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intervienen en las funciones secretoras y de absorcion del intestino (Guyton y Hall,
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Esquema 2.- Principales vasos que participan en el riego sanguineo mesentérico
(Guyton y Hall, 2011)

Arterias

Las arterias son vasos por los que circula la sangre del corazén a los tejidos con el
oxigeno y nutrientes requeridos, las arterias de gran calibre (de conductancia)
nacen en el corazén y se ramifican en arterias musculares de diametro intermedio,
estas se dividen en arteriolas, las cuales al entrar en los tejidos se ramifican en
incontables vasos conocidos como capilares. Como se observa en el esquema 3
la pared de las arterias tienen tres tunicas: tunica interna, intermedia y externa, en

la tunica interna se encuentra el endotelio (Tortora, 2003).
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Esquema 3.- Principales elementos que conforman los vasos sanguineos (Tortora,

2003)

El tono vascular es el principal regulador de la perfusion de 6rganos, la relajacion y
contraccion de vasos de resistencia y de conductancia influye en la distribucion del
flujo sanguineo y regulacion de la presion arterial. El flujo sanguineo en 6rganos
es controlado por cambios en diametro de los vasos de resistencia o de la red
vascular, cambios en el tono vascular de estos vasos tienen un considerable
impacto en el flujo sanguineo de los érganos (Pohl, 2010).

Las arterias de resistencia (~20-250 pym de diametro) son las mayores
responsables de la resistencia vascular, ya que hasta el 50 % o mas de la
resistencia periférica parece estar proximal a los vasos con diametros de 100 um.
En contraste, las arterias de conductancia (> 500 um de diametro) representan
s6lo una pequena parte de la resistencia vascular periférica (Mulvany y Aalkjaer,

1990).
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Endotelio

El tono vascular es controlado por varios mecanismos, incluidos el sistema
nervioso simpatico y el neuroendocrino, ademas de mecanismos locales como
las sustancias vasoactivas liberadas por el endotelio tales como NO*,
prostanoides (PGs), entre otros (Lamas y Rodriguez, 2012).

El endotelio vascular es un dérgano estructuralmente simple y funcionalmente
complejo, consiste de una capa unicelular de 10-50 ym de espesor que cubre la
superficie interna de los vasos sanguineos y conforma la pared de los capilares.
Lejos de ser sélo una barrera mecanica entre la sangre y los tejidos, es un érgano
activamente comprometido en una gran variedad de procesos fisioldégicos y
patolégicos. Debido a su ubicacidén estratégica detecta cambios en las fuerzas
hemodinamicas que actuan sobre la pared vascular, asi como sefiales quimicas
transportadas por la sangre y responde a ellas liberando sustancias vasoactivas,
algunas de la cuales tienen funciones antagonicas como vasodilatadores o
vasoconstrictores (Landmesser, 2007). El balance entre la producciéon de
vasoconstrictores y vasodilatadores derivados del endotelio es determinante en la
regulacion del tono vascular (Pollock, 2002).

El endotelio modula el tono vascular por la liberacion de factores relajantes tales
como NO*, factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), bradicinina (BK)
y prostaciclina (PGI2) y factores contractiles tales como Angiotensina Il (Ang Il) y
endotelina-1 (ET-1) (Vanhoutte et al., 2009; Ibarra et al., 1995; Ibarra et al., 2006).

Las células endoteliales, actualmente son reconocidas como fuente productora de
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sustancias de accidn autocrina y paracrina, de trascendente participacion en la

vasorregulacion, la coagulacion vy la fibrindlisis (Furchgott y Zawadzki, 1980).

- Factores liberados por el endotelio

Oxido nitrico

El NO* es un radical libre que es sintetizado enzimaticamente en muchas células y
tejidos del organismo, la enzima responsable de su sintesis es la sintasa de 6xido
nitrico, la cual estd encargada de la conversion de L-arginina a L-citrulina en
presencia de oxigeno y NADPH (dinucledtido de nicotinamida adenina fosfato
reducida), la reaccién comprende la transferencia de electrones de NADPH a
través de las flavinas FAD (Flavina adenina dinucledtido) y FMN (Flavina
mononucleotido) desde el dominio de reductasa carboxiloterminal al hemo en el
dominio oxigenasa amino terminal de la NOS, donde el sustrato L-arginina es
oxidado a L-citrulina y NO* (Rochette et al., 2013).

Es ademas fundamental la presencia de la tetrahidrobiopterina (BH4) como
cofactor. La BH4 es una potente molécula reductora, si los niveles de BH4 son
insuficientes cuando se activa la eNOS se forma anion superdxido (O2¢) en vez de
NO*, contribuyendo asi a la disfuncion endotelial (Alp, 2003).

Existen 3 isoformas de la sintasa: la NOS neuronal (nNOS), la NOS endotelial
(eNOS) y la NOS inducible (iNOS), estas son codificadas por diferentes genes y
comparten 55% a 60% de homologia en la secuencia de aminoacidos (Kone,

2004).
13



El NO* derivado del endotelio difunde a través de las células del musculo liso
vascular y activa la guanilato ciclasa (GC), produciendo guanosina monofosfato
ciclico (GMPc) y la relajacion, tal como se muestra en el esquema 4 (Schimidt,

1993).

OONo*

<%
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Esquema 4.- Mecanismo de accion del NO*

El NO* es un importante modulador de la hemodinamica renal y glomerular, la
respuesta tubuloglomerular y la presion natriurética (Majid, 2001). EI NO*
sintetizado en rifidbn es responsable de mas de 1/3 del flujo sanguineo renal
normal y ayuda a mantener la resistencia vascular renal baja en condiciones
normales. Aunque la inhibicion de las NOS no interfiera en el mecanismo
regulatorio del glomérulo si decrece el flujo sanguineo renal total (Ichihara, 1999).
El NO* juega un papel importante en la regulacion de la perfusion de la médula
renal (Mattson, 2000).

Debido a que el NO* es altamente reactivo y difunde con facilidad, su produccién

por cada isoforma es regulada a multiples niveles, desde la transcripcién genética
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hasta la regulacidén alostérica de la enzima. Existe evidencia que indica que las
isoformas de NOS estan diferencialmente distribuidas y reguladas en el rifion; sin
embargo, aun continua la controversia acerca de si la expresion de proteinas
funcionales para las isoformas de NOS, es especifica en poblaciones de células
renales (Kone, 2004).

Aunque el 6xido nitrico tiene un papel benéfico sobre la vasculatura su produccion
excesiva puede ser citotoxica, el resultado de la reaccién de NO* con especies
reactivas de oxigeno y especies nitrogenadas, lleva a la formacién de del anién
peroxinitrito, radical nitroxilo y radical hidroxilo (Levonen, 2001). La produccion
excesiva de NO* contribuye a la generacion de una variedad de enfermedades
renales y vasculares tales como, glomerulonefritis, falla renal post isquémica y
nefropatia obstructiva (Gabbai, 2002).

En diferentes condiciones fisiopatoldgicas, como la hipertensién arterial o la
diabetes mellitus, la relajacion dependiente de endotelio esta disminuida, lo cual
se ha asociado con una menor biodisponibilidad de NO*, una alteracion en la
produccion de PGs (incluyendo prostaciclina y tromboxano), un deterioro de la
hiperpolarizacion dependiente de endotelio, asi como una mayor liberacion de
endotelina-1, pueden individualmente o en conjunto contribuir a la disfuncion
endotelial (Harrison, 1997).

Las contracciones dependientes de endotelio son mejor observadas en la
presencia de inhibidor de NOS (L-NAME), sin embargo el tratamiento con ODQ
(1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-alquinoxalin-1-one] ) que es inhibidor de la guanilato

ciclasa soluble puede enmascarar la contracciones dependientes de endotelio,
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indicando que el NO* per se puede no inhibir la liberacion la factores contractiles

derivados del endotelio (Yang et al 2004).

Ciclooxigenasas

Los PGs son formados por las ciclooxigenasas (COXs), de las cuales hay 2
isoformas: la COX-1 y la COX-2. La COX-1 es constitutiva y en el rindn se expresa
en el endotelio y epitelio, estéa especificamente localizada en las células de los
tubulos medulares y corticales. La COX-2 puede ser inducida por estimulos
inflamatorios, shear stress (estrés de rozamiento), factor de necrosis tumoral a
(TNFa), lipopolisacaridos y es constitutiva en la macula densa (Komhoff et al.,
1997).

Las ciclooxigenasas convierten el AA en prostaglandinas G2 (PGG2) y H2
(PGH2), el ultimo es catalizado enzimaticamente por las respectivas sintasas de
los PGs dando lugar a los diferentes prostanoides (PGD2, PGE2, PFG2a, PGI2 y
TXA2) y estas se unen a su respectivo receptor acoplados a proteina G (Smith,
1996). El tipo de prostaglandina generada depende de la expresion y actividad de
la sintasa de prostaglandina (Tang y Vanhoutte, 2008).

Las PGs tienen un papel importante en el control fisiolégico del tono vascular,
liberacidn de renina y presion arterial (Francois y Coffman, 2004).

La accion de factores contractiles derivados del endotelio y el NO* aparentan ser
independientes una de otra; sin embargo, la produccién de COX-2 es modulada

por NO* (Perez y Lamas, 2012).
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La inhibicion selectiva de COX-2 tiene efectos minimos en hemodinamica renal de
sujetos normales (Cheng, 2004). La inhibicién selectiva de COX-1 no altera la
perfusion medular o cortical en rifidn de ratén, mientras en este mismo modelo la
inhibicion de COX-2 disminuye el flujo sanguineo medular (Qi, 2002).

PGE2 y PGI2 (prostaciclina) son los metabolitos mas importantes sintetizados por
la COX en endotelio de la microcirculacion renal y glomerular. Los receptores EP
para PGE2 son los mas abundantes localizados en todo el rifidn (Breyer, 1998) y
se encuentran distribuidos diferencialmente, el receptor EP4 esta altamente
expresado en glomérulo y su activacién esta relacionada a la vasorelajacion
(Sugimoto, 2002). La PGI2 ejerce sus efectos biolégicos a través del receptor IP,
el cual tiene 7 dominios transmembranales y esta acoplado a proteina G que
incrementa la generacion de AMPc en los vasos renales y esta localizado en la
microvasculatura renal y glomerular (Nasrallah, 2005).

Tromboxano A2 (TXA2) es un metabolito generado por COX normalmente
producido en bajos niveles por las células musculares lisas vasculares (Navar,
1996). El TXA2 actua en los receptores TP que son acoplados a proteina G que
activan las fosfolipasa C (PLC), resultando en aumento de niveles de inositol
trifosfato (IP3) y movilizacion de Ca?* desde los almacenes intracelulares,
provocando la vasoconstriccién (Ohkubo, 1996). Otro metabolito derivado de COX
que puede activar el receptor TP en arteriolas aferentes es el producto del estrés
oxidativo 8-isoprostaglandina F2a (Fukunaga, 1997). Bajo condiciones basales los
niveles de TXAZ2 son bajos y la vasoconstriccion renal mediada por el receptor TP

no es aparente (Boffa, 2004).
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JUSTIFICACION

El papel de las COXs y de las NOS sobre el tono de la vasculatura renal y
mesentérica ha sido evaluado en diversos estudios (D Abril Ruiz-Leyja et al.,
2013; Sullivan, 2002); sin embargo, no existen reportes que indiquen la
implicacién funcional de cada isoforma de NOS o COXs sobre la regulacion del
tono vascular renal y mesentérico, y ademas se desconoce si tienen participacion
diferencial en machos y hembras. El presente trabajo tiene como objetivos
caracterizar el papel funcional de las isoformas de NOS y COXs en la regulaciéon
del tono vascular renal y mesentérico de ratas Wistar asi como determinar la

influencia del sexo en la actividad funcional de las diferentes isoformas.
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HIPOTESIS

Las isoformas de NOS y COX tienen un papel diferencial en la regulacién del tono

vascular renal y mesentérico y en el sexo de la rata.
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OBJETIVOS

1.- Caracterizar la participacion de las isoformas de sintasas de O6xido nitrico
(nNOS, eNOS, iINOS) en la regulacién del tono vascular renal y mesentérico de

ratas Wistar hembra y macho.

2.- Caracterizar la participacion de las isoformas de ciclooxigenasas (COX1 y

COX2) en la regulacion del tono vascular renal y mesentérico de ratas Wistar

hembra y macho.
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METODOLOGIA

Se utilizaron ratas macho y hembra de la cepa Wistar (n=6 por grupo), de 8 a 10
semanas de edad. Estas fueron anestesiadas con pentobarbital sodico (50 mg/kg
i.p). Se realizd una laparotomia abdominal y se canuld, a través de la arteria
mesentérica, el riidn derecho y el mesenterio, para realizar la perfusién in situ,
posteriormente se colocaron en una preparacién tipo Langerdoff para la perfusion
in vitro con solucion Krebs en constante oxigenacion (95% Oz2y 5% CO2) a 37 °C,
pH 7.4 con un flujo constante de perfusion (8 ml/min para machos y 6 ml/min para
hembras). Los tejidos se estabilizaron durante 60 minutos, la presion de perfusion
se midié con el transductor de presién TSD105 (Biopac Systems) acoplado a un
sistema de adquisicién de datos MP100 (Biopac Systems). Se realizaron curvas
concentracion-respuesta a fenilefrina (0.031-100 nmol) en ausencia y presencia
del inhibidor no selectivo para las NOS NG-nitro-L-arginine Methyl ester, L-NAME
(1x10°M y 1x10-°M), del inhibidor selectivo de iINOS 1400W (1x10’M), del
inhibidor selectivo de nNOS N-propyl-L-arginine (3.1x10’M y 1x107 M), de los
inhibidores selectivos de COX1 SC560 (1x10’M) y COX2 DuP 697 (1x10"M).
Cabe senalar que todas las curvas fueron realizadas en presencia de antagonistas
o2 y B adrenérgicos (rauwolscina 1x10’M y propranolol 1x10’M). También se
analizo el efecto de los diferentes inhibidores sobre la presion de perfusién basal
en los diferentes tejidos.

Los datos representan la media + de (desviacién estandar) de 5 a 6 rifiones y
mesenterios de ratas machos o hembras. En los experimentos de mesenterio y

rindn perfundido los resultados se expresan como incremento de la presion de
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perfusién inducida por la fenilefrina (agonista de receptores a1 adrenérgicos). Para
el analisis de datos se emplearon diferentes softwares como el AcqKnowledge
(Version 3.9.1), Microsoft Excel (Version 2010) y Sigma Plot (Versién 11). Para
determinar si hay diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) al estimulo
contractil entre los grupos se realizé ANOVA de 2 vias y posteriormente prueba de
Tukey. Se realiz6 ANOVA de 1 via para determinar si existen diferencias (p<0.05)

en la presién de perfusién basal de los grupos.

22



RESULTADOS

Los resultados se muestran como curvas concentracion—respuesta a fenilefrina, en
rindn y mesenterio de ratas Wistar macho y hembra en ausencia y presencia de
concentraciones crecientes del inhibidor no selectivo de las NOS, L-NAME, y de

los inhibidores selectivos de las diferentes isoformas de NOS y COX.

RESULTADOS LECHO VASCULAR RENAL

La fenilefrina provocd un aumento en la presion de perfusion del rifdn de manera
dependiente de la concentracion en ambos géneros (Fig. 1), no se encontraron
diferencias significativas en la respuesta vasopresora a fenilefrina entre machos y

hembras (Fig. 1).
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Fig. 1.- Respuesta a fenilefrina en rindn de ratas Wistar macho y hembra
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Presién de Perfusion (mmHg)

La inhibicion de la NOS con L-NAME (1x10®° M) incrementé la presion de
perfusion basal tanto en machos como en hembras (Fig. 2A y Fig. 2B), sugiriendo

que la liberacién basal de NO* es regula el tono vascular renal.
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Fig. 2.- Efecto del L-NAME (Inhibidor de las NOS) en la presion de perfusién basal
en rifidn de ratas Wistar, A macho y B hembra. * p<0.05 vs Presion de perfusion
inicial (n=5-6 animales por grupo) I= Presion de perfusion inicial, F= Presiéon de

perfusion final.

Ademas, en el rifion de macho el L-NAME (1x10¢ M) provocé un desplazamiento
hacia la izquierda de la curva concentracion-respuesta a fenilefrina, alcanzando un
mayor efecto maximo (p<0.05) con respecto al control (Fig. 3 A y tabla 1), esto
sugiere que el NO* participa en la regulacién de tono vascular renal provocado por
la fenilefrina en ratas Wistar macho, tal efecto no se presenta en rifidn de hembras
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por lo que el NO* derivado de eNOS pudiera tener menor relevancia en la
regulacion de la respuesta contractil a fenilefrina en comparacién con los machos
(Fig. 3 B). Al aumentar la concentraciéon del inhibidor L-NAME (1x10-° M), en el
rindn de machos la curva se desplaza a la izquierda a concentraciones bajas; sin
embargo, el efecto maximo es significativamente menor con respecto al control
(Fig. 3 A y tabla 1), esto podria ser explicado por el aumento de la presion de
perfusion basal provocado por la presencia del L-NAME, tal como se muestra en la
figura 2 A. En el rindn de hembras la inhibicion de la sintesis de NO* con L-NAME
(1x10° M) desplazo la curva discretamente y sin significancia estadistica, a la
izquierda respecto al control y sin cambio en el efecto maximo (Fig. 3 B). Los
presentes resultados sugieren que hay mayor participacion del éxido nitrico en la
regulacion del tono vascular renal en respuesta al estimulo contractil a la

fenilefrina en machos que en hembras.
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Fig. 3.- Efecto del L-NAME (Inhibidor de las NOS) en la vasoconstriccion inducida
por fenilefrina en rifidn de ratas Wistar, A macho y B hembra. * p<0.05 respecto al

control (n=5-6 animales por grupo).

Tabla 1.- Datos de CEso y Emax obtenidos de la vasoconstriccion inducida por

fenilefrina en rindn de Wistar macho y hembra en presencia de L-NAME.

CE 50 CE 50 Emax Emax
Machos Hembras Machos Hembras

Wistar Wistar Wistar Wistar

Control 1.89+0.22 1.57+0.27 160.45+9.7 191.83+12
L NAME -6 1.1440.13 3.02+1.19 198.96+9.6 201.6449.5
L NAME -5 0.78+0.06 0.870.19 127.03+8.8 194.05%9.6

En la figura 4 A y B se muestra el efecto del inhibidor 1400 W (inhibidor selectivo
de iINOS) sobre la presion del perfusién basal, como observa, el inhibidor no

26



provoca cambios, esto indica que el NO* sintetizado por la isoforma inducible no

participa en la regulacion del tono vascular renal de ratas macho y hembra.
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Fig. 4.- Efecto de 1400w (Inhibidor de las iINOS) en la presion de perfusion basal
en rinon de ratas Wistar, A macho y B hembra. (n=5-6 animales por grupo) I=

Presién de perfusion inicial, F= Presion de perfusion final.

Posteriormente se evaluo el efecto del inhibidor a la concentracién de 1x10’M
sobre la respuesta vasocontractil inducida por fenilefrina en riidn de ratas Wistar
macho y hembra. En riidn de machos (Fig. 5 A y tabla 2) se observa que la
inhibicion de la isoforma inducible de NOS no provocd cambios en la respuesta a
fenilefrina, excepto por una ligera disminucion en el efecto maximo con respecto al
control, esto indica que el NO* derivado de iINOS no participa en la modulacion
del estimulo contractil provocado por la fenilefrina en este género. Por el contrario,

en el rindbn de hembras (Fig. 5 B y tabla 2) se observa un desplazamiento
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significativo de la curva a la izquierda con respecto al control, este efecto indica

que hay liberaciéon de NO* derivado de iNOS, con el estimulo vasopresor.
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Fig. 5.- Efecto del 1400W (Inhibidor de las INOS) en la vasoconstriccion inducida
por fenilefrina en rifidon de ratas Wistar, A macho y B hembra. * p<0.05 respecto al

control (n=5-6 animales por grupo).
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Tabla 2.- Datos de CEso y Emax obtenidos de la vasoconstriccién inducida por

fenilefrina en rindn de Wistar macho y hembra en presencia de 1400w.

CE s0 CE 50 Emax Emax
Machos Hembras Machos Hembras
Wistar Wistar Wistar Wistar
Control 4.99+0.72 5.02+1.66 179.20£17 163.33+28
1400 W 2.20%0.51 2.50+0.91 149.20+9 152.28+12.9

En la figura 6 Ay B se muestra que el inhibidor de la nNOS no alter6 la presion de

perfusién basal, por lo que se asume que la nNOS no participa en la regulacion del

tono de las arterias de resistencia renales de ratas Wistar macho y hembra.
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Fig. 6.- Efecto de N-prop-L-arg (Inhibidor de las nNOS) en la presién de perfusion
basal en rindn de ratas Wistar A macho y B hembra. (n=5-6 animales por grupo)

I= Presion de perfusion inicial, F= Presion de perfusion final.
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Para caracterizar la participacion en la regulacion del tono vascular renal de la
isoforma neuronal de NOS (nNOS) se evaluo el efecto del inhibidor selectivo (N-
propyl-L-arginine) a concentraciones crecientes 1x107 y 3.1x10”’M sobre la
respuesta contractil a fenilefrina en rindn de ratas macho y hembra. En rifion de
machos (Fig. 7 A y tabla 3) el efecto presor de la fenilefrina no muestra diferencias
significativas con respecto al control, esto indica que en los machos la isoforma
neuronal no participa en la regulacion del tono vascular renal inducido por
fenilefrina. En riRdn de hembras se observan resultados similares, pero se

encontréo aumento en el efecto maximo con la inhibicion de la nNOS (Fig. 7 B y

tabla 3).
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Fig. 7.- Efecto de N-prop-L-arg (inhibidor de las nNOS) en la vasoconstriccion
inducida por fenilefrina en riidn de ratas Wistar, A macho y B hembra. * p<0.05

respecto al control (n=5-6 animales por grupo).
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Tabla 3.- Datos de CEso y Emax obtenidos de la vasoconstriccién inducida por

fenilefrina en rindn de Wistar macho y hembra en presencia de N-propil-L-arginine.

CE 50 CE 50 Emax Emax
Machos Hembras Machos Hembras
Wistar Wistar Wistar Wistar
Control 4.02+1.05 1.67+0.29 137.16+5.30 160.52+11.15
N-prop-Larg
1x10-7 2.43+0.50 1.74+0.51 125.15+18.5 189.31+14.49
N-prop-Larg
3.1x10-7 1.52+0.46 2.13+0.42 147.20+5.86 198.56+16.18

Se determind el efecto del inhibidor de COX 1 en la presion de perfusion basal

(Fig. 8 Ay B) y se muestra que el inhibidor no provocé cambios con respecto al

control, esto sugiere que COX 1 en condiciones basales no libera prostanoides

vasodilatadores que regulen el tono vascular de lecho renal de machos y hembras

Wistar.
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Fig. 8.- Efecto de SC 560 (inhibidor de la COX 1) en la presién de perfusion basal
en rindn de ratas Wistar, A macho y B hembra. (n=5-6 animales por grupo) I=

Presion de perfusion inicial, F= Presion de perfusion final.

Se obtuvieron graficas concentracidn-respuesta a fenilefrina en presencia vy
ausencia del inhibidor selectivo de COX 1 (SC560) a 1x10”’M, esto para
determinar la participacién de los prostanoides generados por COX 1 en la
regulacion del tono vascular renal de ratas Wistar macho y hembra. En rindn de
machos (Fig. 9 Ay Tabla 4) el inhibidor no provoca cambio con respecto al control,
lo que sugiere que COX 1 no participa en la liberacién de prostanoides que
regulen el tono renal inducido por fenilefrina en rindn de machos. Respecto a las
hembras (Fig. 9 B y Tabla 4) no hubo diferencias con respecto al control al inducir

vasoconstriccion con fenilefrina en presencia del inhibidor.
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Fig. 9.- Efecto de SC 560 (Inhibidor de la COX 1) en la vasoconstriccion inducida

por fenilefrina en rifidn de ratas Wistar, A macho y B hembra. *p <0.05 respecto al

control (n=5-6 animales por grupo).

Tabla 4.- Datos de CEso y Emax obtenidos de la vasoconstriccion inducida por

fenilefrina en rindn de Wistar macho y hembra

en presencia de SC 560

CE s0 CE 50 Emax Emax
Machos Hembras Machos Hembras
Wistar Wistar Wistar Wistar
Control 4.02+1.05 1.674+0.297 141.52+14.69 166.64+9.30
SC 560 2.523+0.63 1.939+0.292 149.34+15.8 194.19+9.96

En la figura 10 A y B se muestra que el inhibidor de la COX 2 no tuvo efecto sobre

la presidn de perfusién basal, por lo cual se sugiere que COX 2 no participa
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liberando prostanoides basalmente que regulen el lecho vascular renal de machos

o0 hembras.
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Fig 10.- Efecto de DuP 697 (inhibidor de la COX 2) en la presion de perfusion
basal en rifidn de ratas Wistar, A macho y B hembra. (n=5-6 animales por grupo)

I= Presion de perfusion inicial, F= Presién de perfusion final.

Por ultimo se evalud la respuesta vascular renal a fenilefrina en presencia y
ausencia del inhibidor selectivo de COX 2 en ratas Wistar macho y hembra,
obteniéndose curvas concentracion-respuesta (Fig. 11 A y B), en estas no se
presentan diferencias a la respuesta vasoconstrictora provocada por fenilefrina,
con respecto al control en ningun sexo, por lo que se sugiere que los prostanoides
derivados de COX2 en lecho vascular renal de ratas Wistar macho y hembra no
participan en el mantenimiento del tono vascular provocado por fenilefrina, los

datos de CE 50y E max apoyan dicha afirmacion (Tabla 5).
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Fig. 11.- Efecto de DuP 697 (Inhibidor de la COX 2) en la vasoconstriccion

inducida por fenilefrina en rifidn de ratas Wistar, A macho y B hembra. * p<0.05

respecto al control (n=5-6 animales por grupo).

Tabla 5.- Datos de CEso y Emax obtenidos de la vasoconstriccién inducida por

fenilefrina en rindn de Wistar macho y hembra en presencia de DuP 697.

CE 50 CE 50 Emax Emax
Machos Hembras Machos Hembras
Wistar Wistar Wistar Wistar
Control 3.232+0.890 1.674+0.297 138.87+10.305 176.64+9.30
DuP 697 3.350+1.396 1.656+0.519 141.89+19.75 176.6215.15
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RESULTADOS LECHO VASCULAR MESENTERICO

Se evalud la respuesta vascular a fenilefrina en lecho mesentérico de ratas macho
y hembra en ausencia y presencia de L-NAME, y de los inhibidores selectivos de
las diferentes isoformas de NOS y COX. En la fig. 12 se presenta la respuesta
vascular a fenilefrina en machos y hembras, se observa que la fenilefrina provocé
incrementd en la presion de perfusion en lecho vascular mesentérico, de manera
dependiente de la concentracidon y no se observan cambios en la respuesta

contractil debida al sexo.

100 1
@ Machos
(O Hembras

B [e2] o]
o o o

A Presién de Perfusion (mmHg)
N
o

0.01 0.1 1 10 100

Fenilefrina [nmol]

Fig. 12.- Respuesta a fenilefrina en lecho vascular mesentérico de machos y

hembras Wistar

En la fig. 13 Ay B se muestra que el L-NAME no provoca cambios en la presion

de perfusion basal de lecho vascular mesentérico de ratas Wistar macho y
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hembra, lo que sugiere que la regulacién del tono vascular mesentérico no

depende del NO* liberado basalmente en ambos sexos.
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Fig. 13.- Efecto de L-NAME (inhibidor de las NOS) en la presion de perfusion
basal en mesenterio de ratas Wistar, A macho y B hembra. (n=5-6 animales por

grupo) I= Presion de perfusion inicial, F= Presién de perfusion final.

En presencia del inhibidor no selectivo de NOS (L-NAME) a concentraciones
crecientes 1x10% y 1x10-°M, en lecho vascular mesentérico de machos se observa
un desplazamiento a la izquierda de manera dependiente a la concentracion con
respecto al control (Fig.14 A); asimismo ocurre una respuesta similar en hembras
(Fig.14 B), esto sugiere que la estimulacion de receptor a1-adrenérgico aumenta la
liberacién de NO*, modulando el tono contractil del lecho vascular mesentérico en
machos y hembras. Cabe destacar que en el lecho vascular mesentérico de las

hembras el L-NAME provocé mayor respuesta al estimulo del agonista
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vasoconstrictor en comparacion con machos, esto nos sugiere que en este sexo
existe mayor participaciéon de O6xido nitrico en la regulacion de tono vascular

mesentérico al estimulo de la fenilefrina.
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Fig. 14.- Efecto del L-NAME (Inhibidor de las NOS) en la vasoconstriccion

*

inducida por fenilefrina en mesenterio de ratas Wistar, A macho y B hembra.

p<0.05 respecto al control (n=5-6 animales por grupo).

En la figura 15 A y B se muestra que el inhibidor de iNOS no provoca aumento de
la presién de perfusion basal inicial de lecho vascular mesentérico de ratas Wistar
macho y hembra, por lo que se asume que esta isoforma no contribuye a la

regulacion del tono vascular basal en el lecho mesentérico de hembras y machos.
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Fig. 15.- Efecto de 1400 W (inhibidor de las INOS) en la presién de perfusion
basal en mesenterio de ratas Wistar, A macho y B hembra. (n=5-6 animales por

grupo) I= Presion de perfusion inicial, F= Presién de perfusion final.

Se evaluo el efecto del inhibidor selectivo de la INOS (1400W) a 1x10-’M sobre la
respuesta contractil inducida por fenilefrina en leho vascular mesentérico de ratas
Wistar hembras y machos. Como se puede observar en la Fig. 16 A la inhibicion
de la isoforma inducible de NOS no provocd cambios en el efecto vasopresor de la
fenilefrina en el lecho vascular mesentérico de macho. Por el contrario en hembras
(Fig. 16 B) se observa una mayor respuesta contractil en presencia del inhibidor
de iNOS. Por lo tanto, esta isoforma participa en la regulacién del tono vascular
inducido por la fenilefrina en lecho vascular mesentérico en hembras pero no en

los machos.
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Fig. 16.- Efecto de 1400W (inhibidor de las iINOS) en la vasoconstriccion inducida
por fenilefrina en mesenterio de ratas Wistar, A macho y B hembra. * p<0.05

respecto al control (n=5-6 animales por grupo).

En la grafica 17 A y B se observa que el inhibidor de la isoforma neuronal de NOS
no tiene efecto en la presion de perfusion basal inicial de lecho vascular
mesentérico de ratas Wistar macho y hembra, por lo que esta isoforma no

contribuye a la regulacion del tono vascular mesentérico de las ratas Wistar.
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Fig. 17.- Efecto de N-propil-L-arginine (inhibidor de las nNOS) en la presion de
perfusién basal en mesenterio de ratas Wistar, A macho y B hembra (n=5-6

animales por grupo) |= Presién de perfusion inicial, F= Presion de perfusion final.

Para evaluar la participacion en el mantenimiento del tono vascular mesentérico
de nNOS se evaluo la respuesta a fenilefrina en presencia del inhibidor selectivo
de nNOS (N-propyl-l-arginine) a concentraciones crecientes 1x10’M y 3.1x10"M.
En lecho vascular mesentérico de machos (Fig. 18 A) se observa que la respuesta
contractil a fenilefrina cae con respecto al control, esto indica que probablemente
la nNOS esta ligada a la liberacién de un agente vasoconstrictor en mesenterio de
machos; por el contrario, en lecho vascular mesentérico de hembras (Fig. 18 B) se
observa un ligero aumento en la respuesta contractil con respecto al control, por lo
que la nNOS tiene participacion discreta en la regulacion del tono vascular
mesentérico de ratas Wistar machos y hembras.
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Fig. 18.- Efecto de N-propil-L-arginine (inhibidor de la nNOS) en la
vasoconstriccion inducida por fenilefrina en mesenterio de ratas Wistar, A macho y

B hembra. * p<0.05 respecto al control (n=5-6 animales por grupo).

En la figura 19 A y B se muestra que el inhibidor de COX 1 (SC 560) no tiene
efecto en la presion de perfusién basal de lecho vascular mesentérico de Wistar
macho y hembra, por lo que esta isoforma no regula el tono vascular mesentérico

en condiciones basales.
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Fig. 19.- Efecto de SC 560 (Inhibidor de COX 1) en la presion de perfusion basal
en mesenterio de ratas Wistar, A macho y B hembra. (n=5-6 animales por grupo).

I= Presion de perfusion inicial, F= Presién de perfusion final.

Para determinar la participacion de los prostanoides derivados de COX1 en la
regulacion del tono vascular mesentérico de ratas Wistar macho y hembra, se
evalud la respuesta inducida por fenilefrina en presencia del inhibidor selectivo
SC560 a 1x107 M (Fig. 20 A y B), observandose en ambos sexos un incremento
discreto al estimulo contractii de fenilefrina, por lo tanto, los prostanoides
vasodilatadores derivados de COX-1 tienen una contribucion discreta en la

regulacion del tono vascular mesentérico inducido por fenilefrina en ambos sexos.
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Fig. 20.- Efecto de SC 560 (inhibidor de COX 1) en la vasoconstriccion inducida
por fenilefrina en mesenterio de ratas Wistar, A macho y B hembra. * p<0.05

respecto al control (n=5-6 animales por grupo).

Como se observa en la figura 21 A y B el inhibidor selectivo de COX 2 no tiene
efecto alguno en la presion de perfusion basal, por lo que se sugiere que esta
enzima no libera basalmente metabolitos que regulen el tono vascular mesentérico

de ratas Wistar macho y hembra.
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Fig. 21.- Efecto de DuP 697 (Inhibidor de COX 2) en la presion de perfusion basal
en mesenterio de ratas Wistar, A macho y B hembra. (n=5-6 animales por grupo).

I= Presion de perfusion inicial, F= Presién de perfusion final.

Para determinar la participacion de COX 2 en el mantenimiento del tono vascular
mesentérico de ratas Wistar macho y hembra, se evalud el efecto del inhibidor
selectivo de COX 2 DuP 697 (1X107 M) sobre la contraccion inducida por
fenilefrina. En la figura 22 A se observa la respuesta a fenilefrina en presencia del
inhibidor selectivo de COX-2 en lecho vascular mesentérico de machos, se
observd mayor respuesta con respecto al control, por lo tanto, los prostanoides
vasodilatadores derivados de COX 2 participan en el mantenimiento del tono
vascular mesentérico en ratas macho. Por lo contrario, tal efecto no se presenta
en hembras, en la figura 22 B no hay diferencias en la respuesta contractil con
respecto al control por lo que en hembras, no hay participacién de COX2 en el

mantenimiento del tono vascular mesentérico.
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Fig. 22.- Efecto de DuP 697 (inhibidor de COX 2) en la vasoconstriccion inducida
por fenilefrina en mesenterio de ratas Wistar, A macho y B hembra. * p<0.05

respecto al control (n=5-6 animales por grupo).

46



DISCUSION

El presente estudio se realizd con la finalidad de conocer el papel de las diferentes
isoformas de NOS y COX en la regulacién del tono vascular de arterias de
resistencia, en los lechos vasculares renal y mesentérico; ademas, determinar si
hay diferencias funcionales entre ratas machos y hembras. Para este fin se
utilizaron inhibidores selectivos de NOS y COX, disueltos en solucion Krebs en
constante perfusién de los diferentes lechos durante 30 minutos, posteriormente
se realiz6 la vasoconstriccién a fenilefrina.

Durante la incubacion del rifidén con los inhibidores de NOS, el L-NAME provocé
aumento en la presion de perfusion basal, esto se observa tanto en machos como
en hembras. Dado que los inhibidores selectivos de iINOS y nNOS no provocaron
cambios en la presion de perfusion basal, es posible asumir que la isoforma
endotelial (eNOS) produce el NO* que regula el tono vascular basal en el rifon.
Esta isoforma esta presente en el endotelio de toda la vasculatura y se ha
demostrado su importancia en la regulacion del tono muscular de arterias de
conductancia como la aorta (Silva et al., 2014).

En el lecho vascular mesentérico de ratas macho y hembra, la presencia de los
inhibidores de NOS, demuestra que las isoformas de NOS no participan en la
regulacion del tono vascular basal mesentérico.

Con respecto a los resultados obtenidos con los inhibidores de las isoformas de
COX, se sugiere que estas enzimas tampoco participan en la regulacion del tono

vascular renal ni mesentérico de ratas machos y hembras, debido a que la
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presencia de los inhibidores no modificaron la presién de perfusion basal de los
diferentes organos.

Durante la incubacion del lecho vascular renal con el inhibidor L-NAME hubo
diferencias funcionales con respecto al sexo de las ratas, es decir, la inhibicién de
la isoforma endotelial en los machos provocé mayor estimulo vasocontractil a la
fenilefrina, efecto no observado en hembras.

Este resultado sugiere que la eNOS regula el tono vascular al estimulo de la
fenilefrina en machos, es decir, al estimularse el receptor adrenérgico la cascada
de senalizacidon asociada al receptor, activa la eNOS que sintetiza NO*
contrarrestando asi la vasoconstriccion en las arterias de resistencia renales de
Wistar macho. En este sentido, Silva et al. (2014) y Haynes et al. (2000) proponen
que la fenilefrina activa la eNOS a través de la fosforilacion de la Ser''”” debido a
la activacion de diferentes cinasas (Akt/PKB y PKA).

Por el contrario, en hembras como ya se mencion6 el L-NAME no aumento el
estimulo contractil por fenilefrina en rifidn; sin embargo, el inhibidor selectivo de
INOS provocod mayor estimulo contractil debido a la reduccion de la sintesis de
NO* derivado de la isoforma inducible. Aunque en machos también se presenta
dicho efecto, es notablemente mayor en hembras, por lo que se sugiere que la
isoforma inducible de NOS es la encargada de regular el tono vascular renal de
hembras al estimulo contractil de la fenilefrina.

Esta diferencia funcional en la regulacién del tono vascular renal, entre sexos al
estimulo de la fenilefrina pudiera ser debido a factores hormonales, en hembras
17-B estradiol esta involucrado en la activacién de la isoforma endotelial por

activaciéon de cinasas (PI13/Akt) (Haynes et al, 2000).
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Durante el estimulo contractil provocado por la fenilefrina en presencia del
inhibidor de nNOS, no se observa aumento en la contraccién, en los machos ni en
la hembras, indicando que el papel de esta isoforma no es tan relevante como se
observd con las otras isoformas, a pesar de que nNOS esta presente de manera
constitutiva en macula densa de rindn y desempefia un papel importante en la
regulacion de la filtracion glomerular (Tojo et al., 2006).

Se ha descrito que COX 1 y 2 tienen una importante funcidén en la hemodinamica
renal (Abassi et al., 2001) ya que estan presentes constitutivamente en diferentes
estructuras de la nefrona; sin embargo, en este estudio las isoformas de COX no
participan en la regulacion del tono vascular al estimulo de la fenilefrina.

Los resultados con el inhibidor selectivo de COX 2 concuerdan con lo reportado
por Cheng en 2002, en los cuales la inhibicién de esta enzima no modifica la
hemodinamica renal, sugiriendo asi que COX 2 no participa en la regulacién del
tono vascular renal.

Alteraciones en la funcion de COX 1 y 2 estan relacionadas con diferentes
situaciones fisiopatologicas, en 2013 Ruiz-Leyja et al. estudiaron el papel funcional
de las isoformas de COX presentes en riidn de un modelo de hipertension
espontanea (SHR) y su control normotenso Wistar Kyoto (WKY), se observd que
en WKY al bloquear COX 1, la enzima esta relacionada con la liberacion de
metabolitos contractiles al estimulo provocado por la fenilefrina, los cuales
pudieran ser TXA2 o PGEZ2, esto difiere con lo obtenido en el presente estudio, ya
gue no se encontraron diferencias significativas al estimulo contractil en presencia
del inhibidor de COX 1, una posible explicacion a esta discrepancia podria ser la

cepa (rata Wistar en este estudio) y la edad de las ratas, en el presente estudio
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fueron utilizadas ratas de 8 semanas de edad, mientras que en el mencionado
antecedente se utilizaron ratas de 6 meses de edad, sugiriendo que el papel de las
COXs en la regulacion del tono vascular renal depende de la edad, asi la actividad
de la COX 1 parece aumentar con la edad y libera factores contractiles mientras
que en edad juvenil no tiene mayor relevancia.

El bloqueo de COX 2 en riidn de machos no modifica la vasoconstriccion
provocada por la fenilefrina, por lo que esta enzima tampoco participa en la
regulacion del tono vascular renal inducido por fenilefrina de machos Wistar.

En hembras la inhibicion de COX 1 aumentd el efecto maximo a la fenilefrina; sin
embargo, la CEso no es modificada, esto sugiere la discreta liberacion de factores
vasodilatadores que regulan el tono vascular al estimulo de la fenilefrina, en el
caso del inhibidor de COX 2 no provoco efecto alguno al estimulo contractil, por lo
que esta enzima no regula el tono vascular renal de hembras Wistar.

Se ha descrito que la prostaciclina (PGI2) es el principal metabolito de las células
endoteliales de la microvasculatura renal y glomerulares (Nasrallah, 2005); sin
embargo, en el presente estudio de ratas Wistar macho y hembra con 8 semanas
de edad, parece que este metabolito no es sintetizado al estimulo de la fenilefrina
ya que no se observa que se haya bloqueado una respuesta vasodilatadora.

En el lecho vascular mesentérico, al realizar el estimulo vasocontractil con
fenilefrina es evidente que hay mayor respuesta en presencia del inhibidor L-
NAME al compararlo con su respectivo control, esto nos demuestra que la
isoforma endotelial de NO* esta participando en la regulacién del tono mesentérico

al estimulo de la fenilefrina tanto en ratas macho como en hembras.
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El efecto vasocontractii es mayor en presencia del inhibidor L-NAME en
mesenterio de hembras, por lo cual se sugiere que en lecho vascular mesentérico
de hembras existe mayor liberacion de NO* en comparacion con los machos, este
dato concuerda con que las hembras producen mas sustancias vasodilatadoras
debido a factores hormonales (Haynes, 2000). Como se menciond, entre los
activadores de la eNOS estan el 17- estradiol y el estrés de rozamiento (shear
stress) que activaran cinasas que fosforilan eNOS provocando liberacion de NO*
derivado de esta isoforma.

Al realizar el estimulo a la fenilefrina en presencia del inhibidor selectivo de iINOS
en mesenterio se observaron efectos discretos; sin embargo, el efecto vuelve a ser
notablemente marcado en hembras en comparacion con los machos, sugiriendo
una vez mas que las hembras producen mas NO* derivado de iNOS al estimular la
vasoconstriccion.

En los experimentos con el inhibidor de nNOS en mesenterio de machos, al
estimular la vasoconstriccién con fenilefrina, se observa que la respuesta cae con
respecto al control, por o que se sugiere que esta isoforma en lecho mesentérico
de machos esta ligada a la liberacion de factores vasocontractiles, dada que esta
isoforma esta principalmente ubicada en sistema nervioso y pudiera estar ligada a
la liberacién de catecolaminas cuya funcién es la vasoconstriccion, como la
adrenalina o la noradrenalina.

Este resultado difiere con lo reportado en 2002 por Sullivan, ya que en ese estudio
se utilizd un inhibidor selectivo de nNOS (VNIO 1X106 M) diferente al utilizado en
este proyecto y reportan que la actividad de la nNOS esta asociada a la relajacion

del tono mesentérico de ratas Sprague-Dawley, esto pudiera deberse a que se
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trata de una cepa diferente de rata o que la concentracion del inhibidor utilizado
no es adecuada y por lo tanto se logra inhibir no solo a la sintasa neuronal, sino
también a otras sintasas presentes, provocando mayor efecto vasocontractil de la
fenilefrina.

En el lecho mesentérico de hembras también se demuestra que la isoforma
neuronal de NOS participa liberando NO* al estimulo contractil, reafirmando que
las hembras liberan mayor cantidad de NO* comparado con los machos.

Al realizar el estimulo vasocontractil con fenilefrina en lecho mesentérico, se
observo que COX 1 en hembras y machos libera de manera discreta prostanoides
vasodilatadores, tales como PGI2 o PGE2, esto se sugiere debido a que se
observan diferencias significativas en un punto, el inhibidor selectivo de COX 2 en
machos promueve un efecto vasocontractil mas notable, ya que hay diferencias
significativas en 2 puntos con respecto a su control y tal efecto no es observado en
hembras, por lo que nuevamente se propone que en cuanto a COX 2 existen
diferencias funcionales con respecto al género de las ratas, ambos liberan de
manera discreta prostanoides vasodilatadores, pero en hembras derivados de
COX 1y en machos derivados de COX 1 y mas notablemente de COX 2.

Cabe mencionar que el lecho vascular mesentérico presenta menor resistencia al
flujo sanguineo, esto debido a que las presiones de perfusién son menores en
comparacion con el lecho vascular renal, una posible explicacion a esto es que al
momento de aislarlo es desprendido de los intestinos, provocando asi la pérdida
parcial de la vasculatura de resistencia que irriga a los intestinos.

El lecho mesentérico esta rodeado de tejido adiposo perivascular, este tejido libera

sustancias que también tienen efectos en la regulacion del tono vascular, tales
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como leptina y adiponectina principalmente, ademas también libera prostanoides,
es decir, los prostanoides derivados de COX no solamente son sintetizados en
células endoteliales también en los adipocitos, los cuales son fuente de acido
araquidoénico el cual es el sustrato de las COX y se ha reportado que el tejido
adiposo perivascular libera principalmente sustancias vasodilatadoras, ya que en
ausencia de este tejido la respuesta contractil adrenérgica a fenilefrina se ve
aumentada (Mendizabal, 2013).

En el presente estudio no se determind la influencia de este tejido en cuanto a la
liberacion de NO* o prostanoides, por lo que en los presentes resultados no es
claro determinar si estos provienen del endotelio de la vasculatura o del tejido

adiposo.
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CONCLUSIONES

No se encontraron diferencias dependientes del sexo en el efecto vasopresor a la

fenilefrina en el lecho vascular renal y mesentérico de ratas Wistar.

La actividad basal de la eNOS regula el tono vascular renal de ratas macho y
hembra, mientras que las otras isoformas de NOS, asi como las COX 1y 2 no

participan en este proceso.

La inhibicion de la sintesis de NO* con L-NAME incrementa la vasoconstriccion
inducida por fenilefrina en lecho vascular renal de ratas macho y la inhibicién de la
sintesis de NO* con 1400 W (inhibidor de la iNOS) incrementa la vasoconstriccion
en lecho renal de hembras, lo que sugiere que existen diferencias dependientes
del sexo en la isoforma de NOS que regula el tono vascular renal inducido por la

fenilefrina.

La eNOS participa en la regulacion de tono vascular mesentérico inducido por
fenilefrina de ambos sexos, pero tiene un papel mas importante en el mesenterio
de hembras. En lecho mesentérico de machos, el inhibidor de la nNOS disminuye
el efecto contractil provocado por la fenilefrina con respecto al control, este efecto

sugiere liberacion de factores vasoconstrictores.

En lecho vascular renal de ratas macho y hembra, la inhibicion de las COX 1y 2

no modificaron la contraccién provocada por la fenilefrina.
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En lecho mesentérico de machos la inhibicion de la COX 2 provoca un ligero
aumento del efecto contractil de la fenilefrina, mientras que este efecto no se
presenta en hembras. La inhibicién de la COX 1 no modifico el efecto vasopresor

de la fenilefrina en el lecho mesentérico.
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